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【研究目的】Cystic Fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) は，上皮細胞の形質膜に発現する
塩素イオンチャネルであり，上皮の感染防御に重要な役割を担っている．劣性遺伝性疾患である嚢胞性
線維症 (Cystic Fibrosis, CF) の患者では，CFTR の膜発現異常が起こり，慢性感染症から致死となる．CF
患者に最も多い遺伝子変異である ΔF508-CFTR は，チャネル活性をもつにも関わらず，フォールディン
グ異常によりユビキチン化修飾を受け，リソソームまたはプロテアソームで分解を受ける．我々はユビ
キチンリガーゼによる ΔF508-CFTR のユビキチン化修飾を選択的に阻害することが CF 新規治療戦略に
なると考え，ユビキチンリガーゼ siRNA ゲノムワイドスクリーニングを行った．その結果，ΔF508-CFTR 
膜発現を抑制する新規 SOCS 型ユビキチンリガーゼ (SOCS-E3) を同定した．本研究では SOCS-E3 によ
るΔF508-CFTR 分解機構の解明を目的とした.  
 
【実験方法】①SOCS-E3のΔF508-CFTRタンパク質発現に与える影響を調べるために, CFBE細胞の
SOCS-E3をsiRNAでノックダウン (KD) し, Western blottingとHRPアッセイを行った. また, CFTRコレク
ターであるVX-809の効果を増強させるか否か検討した. ② SOCS-E3 KD により増加したΔF508-CFTR
がチャネル活性を持つかをYFPアッセイにより検討した. ③SOCS-E3のΔF508-CFTR安定性に与える影
響を検討するため, SOCS-E3をKDし, cycloheximide (CHX) chase実験を行った. ④ SOCS-E3の
ΔF508-CFTRユビキチン化レベルへの影響を検討するため, HBH付加ΔF508-CFTR安定高発現CFBE細胞
においてSOCS-E3をKDし, 変性状態で CFTR をアビジンビーズでプルダウンし, ユビキチンレベルの
測定を行った. ⑤SOCS-E3の細胞内局在解析を行うために, SOCS-E3野生型およびドメイン変異体発現
プラスミドをCOS7細胞に導入し, 免疫蛍光染色を行った. ⑥ΔF508-CFTRとSOCS-E3が結合するかを検
討するために, HBH付加ΔF508-CFTR安定高発現BHK細胞に野生型およびドメイン変異体発現プラスミ
ドをトランスフェクションし, アビジンビーズでプルダウンした. ⑦SOCS-E3の相互作用因子を解析す
るために, BioID (proximity dependent biotin identification) 法の確立を目指した.  
 
【実験結果と考察】①SOCS-E3 KD により, 細胞内全体および形質膜の ΔF508-CFTR の発現量が増加し
た. また，SOCS-E3 KD は ΔF508-CFTR の転写量には影響しなかった. SOCS-E3 KD は CFTR コレクター 
VX-809 の効果を増強させた. ②SOCS-E3 KD により増加した ΔF508-CFTR はチャネル活性を維持してい
た. また, VX-809 との共処理で増加した ΔF508-CFTR も活性を維持していた. ③ SOCS- E3 KD は
ΔF508-CFTR の安定性を増加する傾向が見られた. ④Western blotting 法において，SOCS-E3 KD は
ΔF508-CFTR のユビキチン化レベルを減少させた. ⑤細胞内局在解析の結果，SOCS-E3 野生型は主に核
に局在し，一部細胞質にも局在した．Ankyrin repeat 欠損により，SOCS-E3 の局在が核から細胞質へ変化
した．⑥プルダウン法において, ΔF508-CFTR と SOCS-E3 の直接結合は確認できなかった. ⑦安定高発現
細胞において, Ankyrin repeat 欠損変異体において特異的バンドが確認できた. 今後, 質量分析により，細
胞質で SOCS-E3 と相互作用する分子を同定することで, ΔF508-CFTR 分解機構の解明が期待される. 以
上の結果より，SOCS-E3 は細胞質で間接的にΔF508-CFTR を認識し，そのユビキチン化制御により，
ΔF508-CFTR の小胞体関連分解を促進すると考えられた 
